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(57) Abstract 


Novel peptides of the chromostatin family having general formula R r G-X 4 -R-P-Q-A-X 5 -P-R 2 , wherein R { may in parti- 
cular be a residue of formula S-D-E-D-S-D- or -S-G-E- A-T-D- or D-A-F-E-G-T-T-E- ; X 4 is a D, A or P residue ; X 5 is an S, 
L or F residue; and R 2 may be a residue of formula -G-L-G-P-G-P or -E-P-K-Q-E-S. The peptides can be used as drugs for 
treating diseases or disorders caused by a hypersecretion of catecholamines, corticoids or glucocorticoids, as well as diseases 
of a cardiovascular nature. 


(57) Abrege 

Nouveaux peptides de la famille des chromostatines de formule generate (I): R r G-X 4 -R-P-Q-A-X 5 -P-R2 dans laquelle 
R, peut reprcsenter notamment, un residu de formule: S-D-E-D-S-D- ou -S-G-E-A-T-D- ou D-A-F-E-G-T-T-E-; X 4 repre- 
sente un residu D, A ou P; X 5 represente un residu S, L ou F; R 2 peut representer un residu de formule: -G-L-G-P-G-P, ou 
-E-P-K-Q-E-S. Application a titre de medicaments pour le traitement des affections ou troubles dus a une hypersecretion 
des catecholamines, des corticoi'des ou des glucocorticoides ainsi que des affections d'ordre cardiovasculaire. 
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PEPTIDES DE LA FAMILLE PES CHROHOSTATINES 

La presente demande concerne de nouveaux 
peptides de la famille des chromostatines , la prepa- 
5 ration et 1 1 application a titre de medicaments de ces 
nouveaux peptides . 

La presente invention a ainsi pour objet de 
nouveaux peptides repondant a la formule generale (I): 
R 1 -G-X 4 -R-P-Q-A-X 5 -P-R 2 ( 1 ) 

10 dans laquelle : 

* R^ represente un residu de formule : 

E»X 6 -E-K-S-X 1 -E-X 2 -X 3 -D- 
ou un residu de formule 

-S-Xj-E-Xj-Xj-D- 

15 dans lesquelles : 

X^ represente un residu D ou G 
X 2 represente un residu D ou A 
X3 represente un residu S ou T 
X 6 represente un residu V ou A 

20 ou Rj represente un residu de formule : 
D-A-F-E-G-T-T-E- 

* X^ represente un residu D, A ou P 

* X 5 represente un residu S, L ou F 

* R 2 represente un residu de formule : 
25 -G-L-G-P-G-P 

ou de formule 

-E-P-X 7 -Q-E-S 
dans laquelle X 7 est un residu M ou K. 

De maniere pref erentielle , les peptides 
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tels que definis precedemment sont tels que : 
represente un residu de formule : 
E-V-E-K-S-D-E-D-S-D- ou S-D-E-D-S-D- 

R2 represente un residu 
5 -G-L-G-P-G-P 

De tels peptides peuvent repondre a la 
formule ( II ) correspondant a la chromostatine 
bovine: 

S-D-E-D-S-D-G-D-R-P-Q-A-S-P-G-L-G-P-G-P 
10 un autre mode de realisation preferentiel de 

!■ invention est celui dans lequel les peptides 
repondent a la formule (I) dans laquelle : 

represente un residu de formule 
S-G-E-A-T-D- 
15 et R 2 represente un residu de formule : 
-E-P-M-Q-E-S 

auquel cas le peptide peut repondre a la formule 
(III), correspondant a la chromostatine humaine : 

S-G-E-A-T-D-G-A-R-P-Q-A-L-P-E-P-M-Q-E-S- 
20 Un autre cas de peptides repondant a la 

formule (I) est celui dans lequel : 

R^ represente le residu de formule : 

D-A-F-E-G-T-T-E- 
auquel cas le peptide peut repondre a la formule ( IV) 
25 correspondant a la chromostatine de rat : 

D-A-F-E-G-T-T-E-G-P-R-P-Q-A-F-P-E-P-K-Q-E-S 

La presente invention est en outre relative 
aux fragments des peptides decrits ci-dessus . 

L' invention a egalement pour objet un 
30 procede de preparation des peptides ou fragments tels 
que definis ci-dessus , caracterise en ce que l'on 
effectue une synthese en phase solide en introduisant 
sequentiellement sur un support de type polystyrene 
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reticule les amino-acides dument proteges a I 1 aide 
d'un agent de couplage , on deprotege les amino- 
acides, et on libere de la resine la chaine peptidique 
ainsi formee pour obtenir le peptide ainsi recherche. 
5 Dans des conditions pref erentielles de mise 

en oeuvre , le procede ci-dessus decrit est 
caracterise en ce que : 

- le support de type polystyrene reticule 
est une resine de type "Boc-AA-CM" dans laquelle Boc 

10 est un groupement tertiobutyloxycarbonyl , AA est le 
premier amino-acide et CM designe le support de 
polystyrene reticule , ou 

- 1 'agent de jouplage est le (benzotriazol- 
1-yloxy) tris (dimethylamino) phosphonium hexafluo- 

15 rophosphate ou BOP, ou 

- la liberation du support de la chaine 
peptidique ainsi que la deprotection des amino-acides 
sont effectuees au moyen de l'acide f luorhydrique en 
operant a basse temperature de preference vers o'c. 

20 Les peptides , ou fragments , selon la 

presente invention presentent de tres interessantes 
proprietes pharmacologiques ; on note en particulier 
des proprietes anticatecholamines et une activite dans 
le domaine cardiovasculaire en particulier une action 

25 decontracturante des parois veineuses a aussi ete 
observee . 

Ces proprietes sont illustrees plus loin 
dans la partie experimentale . 

L'invention a aussi pour objet 1 ' utilisation 
30 des nouveaux peptides ou de fragments repondant a la 
formule (I) ci-dessus a titre de medicaments . 
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On retiendra particulierement a titre de 
medicaments les peptides repondant aux formules (II), 

(III ) ou ( IV ) . 

Ces medicaments trouvent , par exemple , 
5 leur emploi dans le traitement des pathologies se 
situant dans le cadre d'une hypersecretion des 
catecholamines et des corticoides , notamment dans les 
situations de stress, dans 1' ulcere gastrique, dans 
1 -hypertension arterielle et lors de poussees 
10 hypertensives chez les malades porteurs de tumeurs de 
type pheochromocytome secretant . 

Ces medicaments peuvent aussi etre utilises 
pour lutter centre les effets secondaires des 
glucocorticoides ; ils permettent de lutter egalement 
15 contre les troubles dus a une hypersecretion de 
glucocorticoides et notamment contre le vieillissement 
en general et plus particulierement contre 
1 -hypertension , le glaucome , 1 ' atherosclerose , 
1-osteoporose, le diabete , l'obesite ainsi que la 
20 depression de l'immunite et l'insomnie . Ces 
medicaments peuvent aussi etre utilises dans le 
domaine cardiovasculaire et en particulier en vue 
d'une action decontracturante des parois veineuses. 

La dose usuelle , variable selon le produit 
25 utilise, le sujet traite et 1' affection en cause peut 
etre par exemple de 0,1 a 10 mg par jour par voie 
intraveineuse chez l'homme . 

L' invention a egalement pour objet les 
compositions pharmaceutiques qui renferment au moins 
30 un peptide ou fragment precite a titre de principe 
actif . 

A titre de principe actif , les peptides 
repondant a la formule generale (I) , peuvent etre 
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incorpores dans des compositions pharmaceutiques 
destinees a la voie digestive ou parenterale . 

Ces compositions pharmaceutiques peuvent 
etre, par exemple , solides ou liquides et se 
5 presenter sous les formes pharmaceutiques couramment 
utilisees en medecine humaine , comme par exemple , 
les coraprimes simples ou drageifies , les gelules , 
les capsules , les granules , les suppositoires , les 
preparations injectables , les aerosols ; elles sont 

10 preparees selon les methodes usuelles . Le ou les 
principes actifs peuvent etre incorpores a des 
excipients habituellement employes dans ces 
compositions pharmaceutiques , tels que le talc, la 
gomme arabique , le lactose , 1'amidon, le stearate de 

15 magnesium , le beurre de cacao , les vehicules aqueux 
ou non, les corps gras d'origine animale ou vegetale f 
les derives paraf f iniques , les glycols , les divers 
agents mouillants , dispersants ou emulsifiants , les 
conservateurs . 

20 II va etre donne maintenant a titre non 

limitatif , des exemples de mise en oeuvre de 
1' invention dans lesquels : 

- Les figures 1A et IB representent des 
families d ' enregistrement des courants obtenus par la 

25 technique de "patch-clamp " en absence (1A) et en 
presence (IB) de peptide . Les nombres indiques sur 
les courbes indiquent les potentiels de membrane 
appliques . 

- les figures 1C et ID sont des courbes 
30 illustrant les relations entre les potentiels de 

membrane ( en abscisse ) et l'intensite des courants 
(en ordonnee ) . La figure 1C montre en absence de 
peptide devolution des relations intensite /potentiel 
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10 


a 9 minutes d'intervalle dans une cellule temoin . La 
figure ID montre 1' evolution des relations 
intensite/potentiel avant 1' addition de peptide et 9 

minutes apres 1' addition . 

- la figure IE illustre 1' evolution du 
rapport entre le courant rentrant mesure a un temps 
donne et le courant rentrant mesure 10 minutes apres 
la liaison cellule-pipette .(Ipic/Ipic ( 3 min.) ) • 

La figure 2A est une courbe montrant 
!• evolution de la quantite de chromostatine 
synthetique de bovin liee aux cellules chroraaf fines en 
fonction de concentration en chromostatine . 

La figure 2B montre la relation entre le 
rapport chromostatine liee/libre ( en ordonnee ) et la 
15 concentration de chromostatine liee . 

La figure 3A illustre l'effet sur la liaison 
de la chromostatine synthetique de bovin iodee 
(peptide de l'exemple 2 ) par de la chromostatine 
synthetique humaine (hChS ) ou ses fragments de 20 ou 
20 24 acides amines ( Ch S 20 ou 24 aa) , par de la 
chromogranine A ( CGA ) , de la chromostatine 
synthetique de rat ( Ch S rat ) , par de la 
pancreastatine , ou encore par le CAP 14 . Le 
pourcentage de liaison de la chromostatine de bovin 
25 iodee liee est exprimee en ordonnee , la concentration 
en peptide en abscisse . 

La figure 3B illustre l'effet de la 
chromostatine bovine , en presence des peptides cites 
dans la figure 3A , sur la liberation de catecholamine 
par les cellules chromaffines . Les resultats sont 
exprimes par rapport a la liberation en absence de 
chromostatine . 


30 
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La figure 4A est une photographie d'un gel 
d ' electrophorese mono-dimensionnel . Les puits 1 a 4 
et 5 a 7 correspondent respectivement aux fractions 
membranaire et soluble . Les concentrations en 
5 chromostatine bovine ( ChS ) sont indiquees en /iM. 

La figure 4B est un autoradiogramme du gel 
de la figure 4A. Sur ces deux figures le poids 
moleculaire (Mr ) est indique en kD. 

La figure 4C est un histographe indiquant le 
10 pourcentage de radioactivite par rapport au temoin , 
des puits correspondants . 

La figure 5 est un histogramme illustrant 
l'effet de diverses concentrations ( 2; 20 et 200 nM ) 
de chromostatine humaine ( h Chr S) , du fragment N- 
15 terminal du CGA ( bN22) a 35 nM ou du fragment 1-40 du 
CGA ( bLE-40 ) a une concentration sensiblement 
superieure a 100 nM, sur la contraction de fragments 
de veine saphene en reponse a une concentration 80 mM 
en K . 

20 EXEMPLE 1 : Preparation de peptide de formule : 
E-V-E-K-S-D-E-D-S-D-G-D-R-P-Q-A-S-P-G-L-G-P-G-P 
Stade A : Assemblage de la chaine peptidique . 

On utilise un support de type "Boc-Pro-CM- 
rupport" dans lequel Boc est un groupement 
25 tertiobutyloxycarbonyl , Pro represente un groupement 
proline et CM-support designe le support de 
polystyrene reticule . 

Le support renfermant 0,6 mmol Trp/g a ete 
prepare selon la technique decrite par Plaue S. et 
30 Heissler D. [ ( 1987 ) Tetrahedron Letter 18, 1401 ] . 

Tous les aminoacides sont N-proteges par le 
groupement tertiobutylcarbonyl , les groupements 
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25 tertiobutyloxycarbonyl , Pro represente un groupement 
proline et CM-support designe le support de 
polystyrene reticule . 

Le support renfermant 0,6 mmol Trp/g a ete 
prepare selon la technique decrite par Plaue S. et 
30 Heissler D. [ ( 1987 ) Tetrahedron Letter 18, 1401 ] . 

Tous les aminoacides sont N-proteges par le 
groupement tertiobutylcarbonyl , les groupements 
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protecteurs des chalnes laterales ont ete les 
suivants : 

- ester de cyclohexyl pour l'acide aspartique , 

- benzyl pour la serine , 

5 - o-chlorobenzyloxycarbonyl pour la lysine , 

- tosyl pour l'arginine . 

Les reactions de couplage ont ete effectuees 
en utilisant le BOP ou (benzotriazol-l-yloxy tris 
(dime thy lamino ) phosphonium hexaf luorophosphate . 
10 un cycle de couplage peut etre resume comme 

suit : 

Deprotection : 

1 - Traitement avec une solution d'acide tri- 
fluoroacetique ( 50 % ) dans le dichloromethane 

15 contenant 3 % d • ethanedithiol pendant 1 minute . 

2 - Vidange puis traitement avec une solution 
d'acide trif luoroacetique a 50% dans le 
dichloromethane contenant 3 % d ' ethanedithiol pendant 
30 minutes . 

20 3 - Vidange puis lavage avec de 1 • isopropanol 

contenant 5 % d 1 ethanedithiol . 

4 - Lavage au dichloromethane , 2 fois . 

Couplage : 

1 - Addition de BOP et de Boc-acide amine . 
25 2 - Addition de diisopropylethylamine ( 6 equiva- 

lents ) puis de solvant (dichloromethane ou 
dimethyl formamide ) sous agitation . 

3 - Apres reaction negative a la ninhydrine 
lavage 2 fois au dichloromethane . 

30 Les tests de controle utilisant la 

ninhydrine ont ete effectues suivant le procede decrit 
par Kaiser, E., Colescott, R.L. , Bossinger, CD. et 
Cook , P.I. (1970 Anal. Biochem. 24, 595-598 ) . 
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Avant le traitement par l'acide fluo- 
rhydrique le dernier groupement Boc est elimine par 
l'acide trif luoroacetique . 

Au depart de 2 g de resine " Boc-Lys-CM- 
5 resine" on a ainsi obtenu en operant manuellement 5,25 
g de complexe chaine peptidique prot§g§e, resine que 
I'on utilise directement au stade suivant . 
Stade B : Liberation du complexe chaine peptidique 
protegee - resine . 

10 On fait reagir 1,5 g de complexe chaine 

peptidique protegee-resine pendant 60 minutes avec 15 
ml d'acide f luorhydrique a 0*C en presence d'anisole 
(1 ml ) et de dimethylsulf ide (0,5 ml) .La resine est 
lavee a 1' ether ; le peptide brut est extrait par une 

15 solution aqueuse d'acide acetique a 20 %. Apres 
lyophilisation , on obtient 660 mg de produit brut non 
cyclise que l'on utilise directement au stade suivant. 
STADE C : Cvclisation et purification . 

On dissout 500 mg du peptide brut obtenu ci- 

20 dessus , dans 250 ml d'eau , on agite vigoureusement , 
ajoute de la diisopropylethylamine jusqu'a obtention 
d'un pH B . Une goutte de melange est recueillie 
toutes les heures et ajoutee a une goutte d'une 
solution contenant de l'acide dithiobis ( 2- 

25 nitrobenzoique ) dans un tampon molaire de K2HP04 ( pH 
8 ) pour suivre la reaction d'oxydation 

Pendant toute la reaction on maintient le pH 
a 8 par addition de diisopropylethylamine . La 
reaction est suivie par chromatographic liquide haute 

30 performance (HPLC). 

Apres 28 heures , on constate 1* absence de 
coloration jaune dans le test a l'acide dithiobis ( 2- 
nitrobenzoique ) . 
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Le produit obtenu est purifie par 
chromatographic liquide haute performance (HPLC) sur 
colonne Whatman M20 ODS 3 et elue par un melange eau- 
acetonitrile renfermant 0,1 % d'acide trif luoroace- 
tique. 

On lyophilise la fraction obtenue et on 
recueille finalement 30 mg de produit attendu . 

TTXFMPLES 2 et 3. 

En operant de la meme maniere qu'a l'exemple 

1 mais avec d'autres amino-acides , on a prepare les 

deux autres peptides qui figurent ci-apres : 

EXEMPLE 2 : Peptide de formule : 

S-D-E-D-S-D-G-D-R-P-Q-A-S-P-G-L-G-P-G-P 

Ce peptide peut etre marque a l'iode en 

15 utilisant la technique de Bolton & Hunter [ (1973) , 

Biochem J. 133, 529-539 ] . On obtient une activite 

specif ique d' environ 200 Ci/mmole . Le peptide ainsi 

marque est purifie sur une colonne SEP-PAK C 18 a 

l'aide d'un gradient d'acide acetonitrile et d'eau . 

20 EXEMPLE 3: Pepti de de formule : 

E-A-E-K-S-G-E-A-T-D-G-A-R-P-Q-A-L-P-E-P-M-Q-U-E-S 

EXEMPLE 4: 

On a prepare un solute injectable repondant 
a la formulation suivante : 

- Produit de l'exemple 1 1 mg 

- excipient aqueux sterile 2 ml. 

EXEMPLE 5- 

On a prepare des comprimes repondant a la 

formule suivante : 

- Produit de l'exemple 1 2 mg 

- excipient q.s.p. un comprime 
termine a 150 m 9 


25 


30 
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(composition de l'excipient : lactose, 
amidon, talc, stearate de magnesium ) . 
ETUDE DE L'ACTIVITE BIOLOGIQUE PES PRODUITS . 

A) Des cellules chromaffines en culture ont 
5 ete preincubees 10 minutes, avec les produits etudies . 

Les cellules ont alors ete stimulees par la 
carbamylcholine ( analogue de 1 • acetylcholine ) 0,5 mM 
ou depolarisees directement par du potassium 59 mM. 

Les resultats obtenus avec les produits des 

10 exemples figurent dans le tableau I ci-apres . 

Le compose de l'exemple 2 produit une 
inhibition dose-dependante de la liberation des 
catecholamines dans la zone de concentration comprise 
entre lO -9 et 10" 6 M . La valeur ID 50 a ete 

15 pratiquement determinee a 5 x 10 M . Le compose de 
l'exemple 1 produit une courbe similaire a l'exemple 2 
avec un ID 50 egalement voisin • 

B) Par ailleurs , ces experiences ont ete 
completees par la mesure des entrees de calcium 

20 extracellulaire dans l'espace intracellulaire , en 
mesurant apres 30 secondes de stimulation avec 0,5 mM 
de carbamyl-choline ou 59 mM de potassium , 
1 'accumulation de 45 Ca ++ ' 


25 


Produits etudies 


Accumulation de 45 Ca ++ 
(pmol/30 sec/10 6 cellules ) 
Carbamyl-choline K + 59 mM 


30 


Temoin 
Exemple 2 


10 


-6 


3,34 ( 0%) 
0,19 (94,4%) 


4,20 ( 0%) 
0,85(80 %) 


Entre parentheses , sont portes les 
pourcentages d' inhibition . 


WO 92/02544 


PCT/FR91/00657 


12 


Ces resultats montrent que le compose de 
1-exemple 2 bloque 1' entree de calcium provoque B oit 
par la carbamylcholine soit par une concentration 
depolarisante de potassium, 1 ' inhibition atteignant 86 
5 ou 77 % respectivement. Ceci suggere que 1' inhibition 
de la liberation des catecholamines est la consequence 
d'une reduction des flux de calcium au travers des 
canaux calcium sensibles au voltage de ces cellules 
excitables . 

10 Des experiences complementaires ont montre 

une absence d'effets sur les canaux sodium sensibles 
au voltage de la meme cellule . 

C ) Dans ces experiences , la liberation des 
catecholamines est suivie en temps reel en mesurant 
15 les catecholamines par la technique electrochimique en 
continu a partir d'une suspension cellulaire incubee 
dans une chambre de perfusion. 

Les cellules sont stimulees en fournissant 
des impusions successives de l,l-dimethyl-4-phenyl- 
20 piperazinium-iodure , en presence de 1 micromole de 
compose de !• example 2. Les impulsions repetees 
induisent une desensibilisation progressive des 
reponses cellulaires. En presence de compose de 
1'ex.mple 2, on assiste a une inhibition de 40% du 
25 premier pic de secretion obtenu en stimulant les 
cellules avec le piperazinium, puis on observe une 
inhibition complete des reponses secretoires 
successives . L' elimination du peptide permet un 
retour a la normale , mais qui prend un temps tres 
30 long , puisque apres 10 mn, on ne retrouve que 31% des 
valeurs des temoins . Ces resultats indiquent que ces 
peptides exercent une inhibition prolongee dans le 
temps de l'activite secretrice des cellules 
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chromaf fines et qu'ils accentuent aussi de fa$on 
spectaculaire le processus de desensibilisation de la 
reponse secretoire . 

D) Effet du peptide de l'exemple 2 sur les 
5 courants de calcium dependant du potentiel de 
membrane . 

Des cellules chromaffines ont ete isolees et 
cultivees comme decrit precedemment ( Galindo et al. 
(1991) , Proc. Natl, Acad. Sci.USA 88,1426-1430 ; 
10 Bader et al , (1986 ) J. Biol. Chem. 261, 5777-5783) 
jusqu'a une densite de 250. OCX) cellules par puits . 

Les cellules sont ensuite transferees dans 
une solution ayant la composition suivante : Choline 
CI, 140 mmol/1 , KC15 mmol/1 ; CaCl 2 2,5 mmol/1; 
15 MgCl 2 ; 1 nunol/1 ; Hepes 10 mmol/1 ; glucose 11 mmol/1 
pH 7,4. 

L' experience est menee comme decrit par Horn 
et Marty ( 1988, J. Gen. Physiol, 92; 145-159 ). 

Une liaison ayant une resistance importante 
20 (superieure a 20 G ft ) est obtenue dans la cellule de 
mesure ( la resistance de la tete de la pipette est de 
5 M ft ) , 

La composition ionique de la pipette est 
quant a elle la suivante : CsCl 70 mmol/1 ; aspartate 
25 de cesium 70 mmol/1 ; CaCl 2 1 nunol/1 ; EGTA 11 mmol/1; 
MgCl 2 1 mmol/1 ; Mg-ATP 2,5 mmol/1 ; Hepes 10 mmol/1; 
nystatine 200 yg/ml ; pH 7,2 . 

Les fluctuations de capacite ont ete 
supprimees de maniere connue et le potentiel de la 
30 pipette a ete fixe a - 80 mV. 

Apres 2 ou 3 minutes , une petite 
fluctuation de capacite indiquant la continuity 
electrique entre l'interieur de la cellule et la 


WO 92/02544 


PCT/FR91/00657 


14 


solution de la pipette est observee . La taille de la 
fluctuation se stabilise environ 5 minutes apres 
formation de la liaison entre la cellule de mesure et 
la pipette . 

5 Des families d' enregistrement ont ete 

obtenues 10 minutes apres la formation de la liaison 
et ont ete repetees toutes les trois minutes durant 15 
minutes. Les fluctuations de courant ont ete eliminees 
toutes les cinq secondes par des phases de 

10 depolarisation ( 10 mV , 60 msec ) . 

La methode utilisant la nystatine a ete 
appliquee afin d • enregistrer la totalite des courants 
cellulaires de Ca 2+ dans les cellules chromaffines . 
Cette technique a pour avantage de ne pas provoquer la 

15 fuite des proteines et des petits metabolites du 
cytoplasme . D' autre part , les courants membranaires 
restent stables durant plus d'une heure . 

La depolarisation des cellules chromaffines 
a partir d'un potentiel de -80 mV dans des etapes de 

20 depolarisation de 10 mV induit 1' activation des canaux 
de Ca 2+ dependants de la tension . On observe sur la 
figure 1A de maniere claire un courant de Ca 2+ vers 

1 ' interieur . 

L* amplitude et la cinetique de ce courant de 
25 Ca 2+ ne change pas de maniere substantielle en 
fonction du temps jusqu'a 30 minutes apres 
etablissement d'une continuity electrique entre 
1' interieur de la cellule et la solution de la 
pipette . 

30 Apres introduction du peptide , a une 

concentration de 1 (iM , on observe une reduction de 
1- amplitude du courant vers 1- interieur qui diminue 
jusqu'a une valeur d' environ 50% de celle obtenue 
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avant 1 ' introduction du peptide , comme le montre la 
figure IB. 

Les resultats de la figure IB ont ete 
obtenus sur la meme cellule que ceux de la figure 1A. 
5 Les resultats de la figure IB sont 

enregistres 9 minutes apres introduction du peptide . 

La dependence vis-a-vis du temps de 1" action 
inhibitrice du peptide est due au temps necessaire 
pour la diffusion de ce peptide . 
10 Le peptide est introduit dans la cellule 

sous la forme d'une solution aqueuse en utilisant la 
micro-pipette . L ' introduction de volume similaire de 
fluide ne comprenant pas le peptide n'affecte pas les 

2+ 

courants cellulaires de Ca ■ 

15 La figure 1C montre que durant la periode de 

diffusion ,il n'y a pas de diminution significative de 
1 'amplitude due au courant de Ca 2+ en absence de 
peptide . Sur cette figure, les cercles ouverts 
representent le courant obtenu 16 minutes apres la 

20 liaison cellule-pipette . Les triangles representent 
le courant obtenu 25 minutes apres la formation de 

cette liaison . 

Cependant , 1' addition du peptide a une 
concentration de 1 au bain induit une importante 

25 diminution du pic du courant de tous les potentiels de 
membrane etudies comme le montre la figure ID. Sur 
cette figure , les cercles ouverts correspondent au 
courant obtenu en absence de peptide 16 minutes apres 
formation de la liaison, le peptide etant ajoute a la 

30 17ieme minute . Les cercles fermes representent le 
courant obtenu 25 minutes apres la formation de la 
liaison c'est-a-dire 8 minutes apres 1' addition du 
peptide au bain. 
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II en resulte que la conductance diminue de 

5,8 nS en 
presence , 


r absence de peptide et de 3,2 nS en sa 


Le temps d" action de 1'effet inhibiteur du 
peptide a ete etudie en repetant les mesures toutes 
les 3 minutes aussi bien pour le temoin que pour les 
cellules traitees par le peptide . Le rapport entre le 
courant maximum rentrant obtenu a tout instant et le 
courant maximum rentrant obtenu 3 minutes apres la 
liaison de la cellule a la pipette a ete mesure . 

Ce rapport est significatif de la diminution 
du courant de Ca 2+ en fonction du temps . Comme le 
montre la figure IE , le rapport n'est pas 
maniere substantielle dans le cas des cellules non 
traitees et reste proche de 1 (cercles v.des) . 
Cependant , 1' addition du peptide (cercles plains) 
entraine une diminution marquee de ce rapport, 
indiquant que le peptide bloque les courants de Ca 
dependant de la tension de type L dans les cellules 
chromaf fines . La fleche indique le moment d' addition 

du peptide . 

E) t--»^«™ du r » r ^ ri » sur 1a ^mbrane 
r i~-*<mi W des rpllnlM chromaf fines . 

Des cellules chromaf fines ( 250.000 cellules 
par puits ) ont ete lavees a 1'aide de la solution de 
Locke et incubees avec la microproteine iodee en 
presence de diverses concentrations de microproteines 
non marquees ou diverses concentrations de peptides 

derives du CGA. 

Les experiences sont effectuees dans 0,5 ml 

de solution de Locke contenant 0,25 % de serum 

albumine bovine . L'etat d'equilibre est atteint apres 

une incubation de deux heures a 15 'C . Le tampon de 
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liaison est elimine en fin de reaction , les cellules 
etant lavees trois fois avec de la solution de Locke. 
La radioactivite restante associee aux cellules est 
mesuree a l'aide d'un compteur . 
5 Comme indique sur la figure 2A , les courbes 

de liaison indiquent la presence d'un site simple 
ayant un Kd d' environ 6,51 nM , et un B max de 2,7 
pmol/mg de proteine . La valeur kD est comparable a la 
concentration inhibant de 50 % la liberation de 

10 catecholamine comme indique en B) ou comme calcule a 
partir de la figure 3B . 

Le peptide iode de l'exemple 2 montre done 
un haut degre de specifite de liaison vis-a-vis des 
cellules chromaffines mais pas vis-a-vis des cellules 

15 du type endothelial ou f ibroplastique presentes dans 
la culture , puisque le traitement des cultures avec 
de la 6-hydroxy dopamine ou des ensemencements 
dif ferentiels induisent une disparition complete de la 
liaison specifique . 

20 Cette liaison est independante du calcium 

mais diminue de 70% quand la concentration en 
magnesium externe est reduite de 2,5 mM a 0 . 

De plus , la liaison est tres dependante du 
pH atteignant un maximum pour un pH de 7,5 et montrant 

25 une reduction importante avec des changements aussi 
faibles que 0,5 unite de pH . 

Ces resultats sont resumes sur les figures 

2A et 2B . 

F ) Specificite de la liaiso n du peptide de 

30 l'exemple 2. 

La specificite de liaison de la 

microproteine de I'exemple 2 a ete testee sur des 

cellules chromaffines intactes en deplagant la 


WO 92/02544 


PCT/FR9 1/00657 


18 


microproteine iode par des peptides derivant de la 
CGA. 

Comme montre sur la figure 3A , la liaison 
du peptide iode n'est pas affectee par 1 ' augmentation 

5 des concentrations de pancreas tatine , de CAP. 14, qui 
a une sequence peptidique hautement conservee corres- 
pondant aux acides amines 316-329 de la sequence du 
CGA bovin , et de la chromostatine synthetique de rat. 

Par centre , le compose iode de l'exemple 2, 

10 ou chromostatine bovine est deplace par la 
chromostatine bovine ainsi que par de la chromostatine 
bovine a laquelle on a ajoute lea quatre acides amines 
EVEK a son extremite N-terminale . 

Ces resultats sont a mettre en relation avec 

15 le fait que ni la pancreastatine , ni le CAP 14 , ni 
la chromostatine de rat sont capables de moduler la 
liberation de catecholamine a partir de cellules 
chromaffines de bovins , tandis que , aussi bien la 
chromostatine bovine que la chromostatine bovine 

20 allongee inhibent de maniere forte la secretion comme 

le montre la figure 3B. 

Curieusement , la chromostatine humaine quo. 
est identique a 50% a la chromostatine bovine et qui 
possede une region hautement conservee de 6 acides 

25 amines dans sa sequence interne deplace la 
chromostatine bovine iodee avec un IC 50 de 50 nM 
(figure 3 A) . De plus , comme le montre la figure 3 , 
la CGA native qui a une activite biologique d- environ 
100 fois inferieure a celle de la chromostatine en ce 

30 qui concerne la liberation de catecholamine ( ID 50= 
600 nM ) , deplace la chromostatine iodee bovine avec 
une efficacite 100 fois moindre ( IC 50=480 nM ) que 
la chromostatine bovine . 
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La liaison de la chromostatine iodee bovine 
n'est affectee ni par des peptides non lies aux CGA 
tels que la substance P ou 1' enkephaline ni par le 
1,1 - dimethyl-4-phenyl-piperazinium et 1 ' apomorphine, 
5 ce qui exclut la possibility d' interference de la 
chromostatine avec les recepteurs nicotinique ou 
dopaminergique presents sur les cellules chromaf fines . 

G) Experiences de couplaae entr e le peptide 

et son recepteur . 

10 Des cellules chromaf fines cultivees a une 

densite de 500.000 cellules par puits , puis privees 
de serum de foetus de veau durant 24 heures , sont 
lavees et incubees durant deux heures a 15 "C avec de 
la chromostatine bovine iodee dans de la solution de 

15 Locke contenant une concentration de chromostatine non 
marquee en 1* absence d'acide ascorbique et de serum 
d'albumine bovine . Les cellules sont ensuite lavees 
de maniere a enlever la chromostatine non liee et sont 
incubees durant 20 minutes a temperature ambiante avec 

20 20 mM de l-ethyl-3- ( 3-dimethylaminepropyl ) carbodi- 

imide (EDC) . 

La reaction de couplage est arretee par 
lavage rapide des cellules avec une solution 50 mM 
Tris (pH 7,6) et 160 mM NaCl . 

25 Les cellules sont ensuite homogeneisees et 

centrifugees a 55 rpm durant 30 minutes de fagon a 
separer les membranes des fractions solubles . Les 
deux echantillons sont solubilises dans du sodium 
dodecylsulfate ( SDS ) et analyses sur un gel 

30 d'electrophorese en polyacrylamide a 12 %. La 
radioactivite est ensuite quantifiee sur le gel seche. 

Ces experiences de couplage ont ete 
effectuees de maniere a determiner la masse 
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moleculaire du site de liaison de la chromostatine . 
L' EDC est utilise pour lier la chromostatine iodee a 

son recepteur . 

Les figures 4A, 4B , 4C correspondent 
5 respectivement a 1 • electrophorese en gel monodimen- 
sionnel , & 1 • autoradiographie , et au calcul de 
radioactivite associe aux proteines marquees . 

On observe que les groupements amines de la 
chromostatine iodee sont bloques . Le couplage se fait 
10 done par 1 • intermediaire des six groupements 
carboxyliques presents le long du peptide ( 4 
groupements aspartique , 1 groupement glutamique et 1 

groupement proline ) . 

On remarque sur la figure 4B , une bande 
unique correspondant a un composant d'un poids 
moleculaire d' environ 80 kD . Cette bande n'est pas 
detectable quand les cellules sont pre-incubees avec 
un exces de chromostatine avant 1- incubation avec la 
chromostatine iodee . De plus , la presence de 
chromostatine dans le milieu extra-cellulaire dans des 
concentrations deplagant la liaison de haute affinite 
de la chromostatine iodee ( figure 3A) fait decroitre 
de maniere progressive le marquage de la bande de 80 

kD ( Figures 4B , 4C ) • 

Le traitement pepsique des cellules dans des 
conditions qui ne detachent pas les cellules cultivees 
conduit a une disparition complete de la radioactivite 
correspondant a la bande 80 kD . Ceci confirme que le 
site de liaison pour la chromostatine iodee est une 

30 proteine membranaire • 

H ) FffRt des produits selon 1' Invention sur 
1og mntracture^ independ ""^ riss ions Ca 2+ dans des 
franments de vein ^ saphene . 


20 


25 
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Les fragments de veine saphene sont enrobes 
cT endothelium . 

Dans ces fragments , 45 a 55 % de la 
contraction en presence de concentrations importantes 
5 en ion potassium ( 80 mM ) persiste dans un milieu 
sans calcium en presence d * EDTA a 1 mM . 

Quand ces fragments sont pre-incubes durant 
15 minutes en presence de fragments de CGA dans un 
milieu sans calcium , mais contenant de 1 • EDTA , la 

10 reponse au potassium est tres inhibee par rapport au 
temoin . Ce phenomene est observe aussi bien avec la 
chromostatine humaine qu'avec 1' extremite N-terminale 
du CGA ( extremite 1 - 40 ) . Une incubation avec 1 jiM 
de nifedipine inhibe totalement la contraction en 

15 reponse a des concentrations de potassium importantes, 
aussi bien des milieux sans calcium que dans milieux 
contenant du calcium . Ceci indique qu'il existe dans 
le reticulum sarcoplasmique et les membranes 
cellulaires des canaux sensibles a la tension. 

20 Ces resultats montrent qu'il existe un effet 

de la chromostatine humaine sur la veine saphene 
humaine , et que cet effet est une inhibition de la 
liberation d'ions calcium intracellulaires . 

Ces resultats sont resumes sur la figure 5 

25 dans laquelle bN-22 represente 1' extremite N-terminale 
de la CGA contenant la chromostatine bovine , bLE-40 
represente la sequence 1-40 de la CGA , et hChrS 
represente la sequence 124-143 de la chromostatine 
humaine . 
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REVINDICATIONS 
1. Nouveaux peptides repondant a la formule 
generale (I) : 

R 1~ G ~ X 4~ R ~ P ~°~ A " X 5~ P ~ R 2 < J ) 
5 dans laquelle : 

* R^ represente un residu de formule : 

E-X 6 -E-K-S-X 1 -E-X 2 -X 3 -D- 

ou un residu de formule 

S-X 1 -E-X 2 -X 3 -D- 

10 dans lesquelles : 

X^ represente un residu D ou G 

X 2 represente un residu D ou A 

X-j represente un residu S ou T 

Xg represente un residu V ou A 

15 ou R^ represente un residu de formule : 

D-A-F-E-G-T-T-E- 

* X 4 represente un residu D, A ou P 

* X 5 represente un residu S, L ou F 

* R 2 represente un residu de formule : 
20 -G-L-G-P-G-P 

ou de formule 

-E-P-X 7 -Q-E-S 
dans laquelle X 7 est un residu M ou K. 

2. Peptides selon la revendication 1, 
25 caracterises en ce que : 

Rj represente un residu de formule 
E-V-E-K-S-D-E-D-S-D- ou S-D-E-D-S-D- 

R 2 represente un residu 
-G-L-G-P-G-P 

30 3. Peptides selon l'une des revendications 1 

ou 2 repondant a la formule : 

S-D-E-D-S-D-G-D-R-P-Q-A-S-P-G-L-G-P-G-P (II) . 
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4. Peptides selon la revendication 1 , 

caracterises en ce que : 

Rl represente un residu de formule : 
E-A-E-K-S-G-E-A-T-D- et 

r 2 represente un residu de formule : 
-E-P-M-Q-E-S. 

5. Peptides selon la revendication 1 , 
repondant a la formule (I) dans laquelle: 

Rl represente un residu de formule 

S-G-E-A-T-D- et R 2 represente un residu de 

formule : 

- E-P-M-Q-E-S. 

6. Peptides selon la revendication 5 

repondant a la formule : 
15 S - G -E-A-T-D-G-A-R-P-Q-A-L-P-E-P-M- Q -E-S- ( III ) . 

7 . peptides selon la revendication 1, 

caracterises en ce que : 

Rl represente le residu de formule : 
D-A-F-E-G-T-T-E . 

8. Peptides selon la revendication 7 

repondant a la formule : 

D-A-F-E-G-T-T-E-G-P-R-P-Q-A-F-P-E-P-K-Q-E-S (IV). 

9. Fragment de peptide selon l'une 
quelconque des revendications 1 a 8 . 

10. Procede de preparation des peptides ou 
fragments tels que definis a 1'une des revendications 

, 9, caracterise en ce que 1 • on effectue une 
syntnise en phase solide en i^roduisant 
slquentiellement sur une resine oxymethyl polystyrene 
30 reticulee les amino-acides dument proteges en 
utilisant un agent de couplage , on libere de la 
resine la chaine peptidique ainsi formee et on 


20 


25 
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deprotege les amino-acides , pour obtenir le peptide 
ou fragment recherche . 

11. Procede selon la revendication 10 , 
caracterise en ce que la resine oxymethyl polystyrene 

5 reticulee est une resine de type "Boc-AA-CM" dans 
laquelle Boc est un groupement tertiobutyloxycarbonyl , 
AA est le premier amino-acide et CM designe la resine 
oxymethyl polystyrene reticulee. 

12. Procede selon l'une des revendications 
10 10 et 11 , caracterise en ce que 1' agent de couplage 

est le BOP ou ( benzotriazol-l-yloxy) tris 
( dimethylamino ) phosphonium hexaf luorophosphate . 

13. Procede selon l'une des revendications 
10 a 12 , caracterise en ce que la liberation de la 

15 resine de la chaine peptidique ainsi que la 
deprotection des amino-acides est effectuee au moyen 
de l'acide f luorhydrique en operant a basse 
temperature . 

14 . Medicaments , caracterises en ce qu'ils 

20 sont constitues par les peptides ou fragments selon 
l'une quelconque des revendications 1 a 9. 

15. Compositions pharmaceutiques , caracte- 
risees en ce qu'elles renferment a titre de principe 
actif , l'un au moins des peptides ou fragments selon 

25 l'une des revendications 1 a 9 * 

16 . Utilisation des peptides ou fragments 
selon l f une des revendications 1 a 9 pour la 
fabrication d'un medicament pour le traitement 
d'affections lies a une hypersecretion des 

30 catecholamines ou des corticoides . 

17 . Utilisation des peptides ou fragments 
selon l'une des revendications 1 a 9 pour la 
fabrication d'un medicament pour le traitement des 
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affections ou des troubles dus a une hypersecretion de 

glucocorticoides . 

18. Utilisation des peptides ou fragments 
selon l'une des revendications 1 a 9 pour la 
fabrication d'un medicament pour le traitement 
d' affections d'ordre cardiovasculaire . 
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